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RESUMO



No presente estudo, foi avaliada a mutagenicidade de andlogos do antiinflamatorio
Parsalmide [5-amino-N-butil-2-(2-propiniloxi)-benzamidal, PA7 [S-amino-N-butil-2-
ciclohexiloxi-benzamida], PA10  [5-amino-N-butil-2-fenoxi-benzamida] e PA31
[5-amino-N-butil-2-(p-toliloxi)-benzamida] através do Teste de Ames. Os experimentos
foram realizados através da pré-incubagdo dos compostos na auséncia e na presenga da
fragio pos-mitocondrial (S9) de homogenatos de figado de ratos tratados com fenobarbital/
B-naftoflavona. Nenhum efeito mutagénico foi observado apds teste direto (auséncia da
fracio S9) nas cepas TA98, TA100, TA102, TA1535 e TAI1537 de Salmonella
typhimurium. Entretanto na presenca da fracdo S9, as substancias testadas provocaram
resposta mutagénica nas cepas TA100 e TA98. A molécula PA31 apresentou o mais forte
potencial mutagénico. As taxas de reversio na presenca da molécula PA31 foram de 2-19
vezes maiores que as taxas de mutago espontinea. Na presenga da molécula PA7 as taxas
de reversio foram 2-14 vezes maiores que as taxas de muta¢do espontdnea. Visto que o
nimero de revertentes nfio excedeu 2,5 vezes o mimero de mutacOes espontineas, a
molécula PA10 mostron um potencial mutagénico relativamente fraco. A andlise por
espectrometria de massa da biotransformacdo in vifro mostrou que a fracio S9 converteu
regioseletivamente (%) PA7 (19%), PA10 (7%) e PA31 (12%) em derivados hidroxilados.

Resumo



ABSTRACT



In this study, the mutagenicity of the anti-inflammatory parsalmide [5-amino-N-butyl-2-
(2-propynyloxy)-benzamide]  analogues PA7  [5-amino-N-butyl-2-cyclohexyloxy-
benzamide], PA10 [5-amino-N-butyl-2-phenoxy-benzamide] and PA31 [5-amino-N-butyl-
2-(p-tolyloxy)-benzamide] was determined by an Ames Salmonella assay. The experiments
were performed by preincubating the compounds in the absence and presence of a post-
mitochondrial fraction (89) of rat liver homogenate from phenobarbital/f-naphtoflavone
treated rats. No mutagenic effect was observed after direct testing (no S9 added) in
Salmonella typhymurium strains TA98, TA100, TA102, TA1535 and TA1537. However, in
the presence of S9, the test substances triggered mutagenic responses in strains TA100 and
TA98. PA31 presented the strongest mutagenic potential. The reversion rates in the
presence of PA31 were about 2-19 folds higher than spontaneous mutation rates. In the
presence of PA7, the reversion increased 2-14 folds over spontaneous rates. While PA10
showed a relatively mild mutagenic potential, as the number of revertants did not exceed
2.5 times the number of spontaneous mutations. Mass spectrometric analysis of the in vitro
biotransformation showed that S9 converted (%), regioselectively, PA7 (19%), PA10 (7%)
and PA31 (12%) into hydroxy-derivatives.
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1- Antiinflamatoérios nio esteroidais

Os antiinflamatérios ndo esteroidats (NSAIDs), sdo constantemente utilizados
no tratamento da inflamacio e seus efeitos terapéuticos, assim como, os efettos colaterais,

estio relacionados & sua capacidade de inibir a ciclooxigenase (COX) (VANE, 2000).

Nos Estados Unidos, aproximadamente 60 milhdes de receitas, sdo prescritas
por ano contendo algum tipo de NSAIDs e o mimero de receitas € cerca de 3.6 vezes maior

para pessoas idosas em refagio aos jovens (SIMON, 2005).

A primeira grande descoberta para compreender o mecanismo de agdo dos
NSAIDs ocorreu 30 anos atras, quando foi revelado que toda essa variedade de drogas
reduzia a formagiio de prostaglandinas. Essa habilidade estava associada 4 capacidade de
inibicio da COX, que converte acido araquiddnico (liberado dos fosfolipidios de membrana
pela agiio das fosfolipase Az), no precursor prostaglandina PGH, (VANE, 2000), afetando
na sintese de certas prostaglandinas como PGD;, PGEz, PGFa,, PGl e tromboxano como

mostrado na Figura L.

Trés isoformas das enzimas ciclooxigenase so conhecidas: COX-1, COX-2 e
COX-3. A COX-1, é uma isoforma constitutiva, responsavel pela produgdo de
prostaglandinas fisiologicas e com isso, faz a regulagio de numerosas fungdes como

homeostasia vascular e protegio géstrica (KULKARNI et al., 2000)

Fosfolipidios de
Membrana

~7
Ac. Araquiddnico |‘ NSAIDs

U

Prostaglandina H,
PGD : ﬂ : Tromboxano
PGE PG, PGF.

Figura I - Sintese de prostaglandinas e mecanismo de agdo dos NSAIDs

Introducdo
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A segunda isoforma, chamada COX-2, ¢ uma enzima induzivel, e expressada
dentro de 4 a 24 horas em numerosos sistemas celulares por mediadores como
lipopolissacarideos, interleucina-A e vérios mitogenos. Esta isoforma ¢ considerada a fonte
primaria de prostaglandinas pré-inflamatérias, tornando-se assim um alvo apropriado para
o desenvolvimento de drogas (WHITTLE, 2006).

Contudo, ha 4reas do organismo claramente identificadas, onde a expressdo da
COX-2 ¢ fisioldgica como no cérebro e em alguns casos, a COX-1 ¢ relevante para o
desenvolvimento de efeitos patoldgicos como cincer no ovario (WHELTON, 2000;
GUPTA et al., 2003).

Recentemente, a COX-3 foi descrita em humanos, sendo mais abundante no
cortex cerebral e coragdo. A atividade da COX-3 comparada a COX-1 e 2, demonstrou que
a enzima é potencialmente inibida por antiinflamatérios néo esteroidais ¢ inibida
seletivamente por drogas com atividade analgésica e antipirética. Dessa forma, a inibigdo
da COX-3, poderia representar um mecanismo central, pelo qual, essas drogas diminuem a
dor e possivelmente a febre (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Os NSAIDs tém sido associados a problemas gastrintestinais por um século.
Em 1971 Vane descobriu que estas drogas reprimem a sintese de prostaglandinas, o que
gerou a idéia que estes autacOides, poderiam ter papel importante na manutengiio da
mucosa gastrintestinal danificada (VANE, 1971).

Pouco tempo depois, prostaglandinas mostraram proteger o estdmago ¢ ©
intestino, contra os danos causados por uma variedade de agentes, incluindo os NSAIDs e
etanol (Robert et al. 1976).

Analogos de prostaglandinas, como o misoprostol, foram infroduzidos no
mercado como agentes gastro-protetores € obtiveram um modesto sucesso comercial. A
descoberta da segunda isoforma da ciclooxigenase, a COX-2 em 1991 (XIE ez al. 1991),
resultou em um grande estouro na atividade das indistrias farmacéuticas, que reconheceram
o potencial dos inibidores seletivos na sintese de prostaglandinas nos sitios de inflamagédo.
A hipotese para toda essa estratégia considerava que COX-2 era expressada exclusivamente
no sitio de inflamag#io, por outro lado, COX-1 era expressada constitutivamente em tecidos

como estdmago e rim e produziria prostaglandinas responsaveis pela homeostasia nestes

tecidos (MASFERRER et al., 1994; VAN HECKEN ef al., 2000). BIBLIOTECA CENTRAL
DESENVSLYIMENTO
odugio e
e COLEGAO
UNICAMP
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Dessa forma, foi proposto que a inibigio seletiva da COX-2 nio produziria
efeitos adversos no trato gastrintestinal e no rim como os causados pelos NSAIDs
tradicionais, no entanto, produziriam efeitos benéficos, reduzindo a inflamacédo e a dor,

assim essa hipotese foi rapidamente aceita pelas industrias farmacéuticas.

Nos Estados Unidos, foi constatado, que cerca de 5 a 7% de internagdes em
hospitais, s3o relacionadas a efeitos adversos de drogas, e dessas hospitaliza¢Ses, aquelas
que resultam de problemas gastrintestinais, sistema nervoso, renal ou efeitos alérgicos
causados por Aspirina® ou NSAIDs no seletivos, sdo responsaveis por aproximadamente

30% (SIMON, 2005).

Tendo-se isso como base, novos inibidores seletivos para COX-2, tém sido
desenvolvidos e alguns ja sdo comercializados (JACKSON e HAWKEY, 2000), como

celecoxibe (Celebra®), fumiracoxibe (Prexige®), etoricoxibe (Arcoxia®).

Contudo, comegaram a surgir problemas na fase clinica, em rela¢do ao risco de
eventos tromboembdlicos no estudo de agentes seletivos para COX-2, e por isso alguns
centros de pesquisas, comegaram a investir em pesquisas para avaliar os riscos de
determinadas drogas. Foi o caso do VIGOR (Vioxx Gastrintestinal Qutcomes Research),
que investigou a seguranga gastrintestinal do rofecoxibe, em pacientes com artrite
reumatoide e constatou estatisticamente, que ocorreram mais eventos cardiovasculares
tromboembélicos como efeitos secundarios em pessoas que receberam 50 mg de rofecoxibe
uma vez ao dia, que naquelas que receberam 500 mg de naproxeno duas vezes ao dia, a
incidéncia de infarto do miocardio nfo letal foi de 0.5 versus 0.1% respectivamente

(SIMON, 2005).

Devido a esse tipo de problema, hoje em dia no Brasil, os inibidores seletivos
da COX-2, rofecoxibe (Vioxx®) ¢ valdecoxibe (Bextra®), foram retirados das prateleiras
das farmécias por determinacio da ANVISA (2005)".

! hitp://www.anvisa.gov.br/

22



Entretanto, recentes publicagdes, sugerem que prostaglandinas derivadas da
COX-2, contribuem para a defesa da mucosa gastrica em camundongos deficientes de
COX-1, pois COX-2 é rapidamente expressada quando a mucosa é danificada, e parece ter
um papel importante para facilitar o reparo da tlcera (LANGENBACH et al., 1995; JONES
et al 1999, MIZUNO et al., 1997; MA et al., 2002; SCHMASSMANN ef al., 2006).

A administragio de inibidores seletivos de COX-2 em roedores com ulcera
gastrica, resulta num retardo do processo de cura (MIZUNO et al., 1997; MA et al., 2002;
SCHMASSMANN et al., 2006).

Porém, a administragdo de inibidores seletivos de COX-1, ndo afeta na cura da

Glcera gastrica (SCHMASSMANN ef al., 2006).

Alguns estudos sugerem gue seja necessaria, a inibigdo de ambas isoformas
(COX-1 ¢ 2), para produzir um dano gastrico agudo, embora uma avaliagdo futura seja
necessaria, usando agentes altamente especificos para ambas isoformas ¢ deleg@o de genes

especificos da COX em animais (WHITTLE, 2006).

Dessa forma, 2 relacdo entre os efeitos terapéuticos e efeitos colaterais, tem
sido, o principal objetivo no desenvolvimento e sintese de novos antiinflamatérios néo

esteroidais.

2- Mutacio

Mutacio pode ser definida, como um erro na replicagdo ou outra alteragdo da
seqiiéncia da base dos nucleotideos, que pode levar a uma mudanga na seqiiéncia de pares
de bases em uma molécula do DNA. Se a mudanga ocorrer no DNA de uma célula
somatica, a mutagio pode causar uma mudanga no fenétipo do organismo (conduzindo, por
exemplo, ao cincer), mas nao afetard a geragdo futura; somente mutagSes em células

germinativas podem causar mudancas hereditarias - atingindo geragdes futuras

(MAKI, 2002).

Introducio
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As mutagdes pontuais podem ser divididas em: mutagio por substituigio,

mutacgio por inser¢do e mutagdo por delecdo.

v Mutages por substituigdo, é um tipo de mutagio que causa a substituigio de

um unico par de bases por outro par.

v Mutagbes por inser¢io adicionam um ou mais nucleotideos ao DNA, a
maioria dessas mutagdes pode causar no gene deslocamento no quadro da

leitura (frameshift) e assim alterar significativamente o produto do gene.

v Mutagdes por delegiio removem um ou mais nucleotideos do DNA. Como as
mutacdes por inser¢lio, essas mutagdes podem alterar o quadro da leitura do
gene e sio irreversiveis (GRIFFITHS ef al. 1999).

3 - Mutagenicidade

A capacidade de um agente quimico (agentes alquilantes como N-etil-N-
nitrosoureia, agentes metilantes como etano metil sulfonato, hidrocarbonetos policiclicos
como benzopirenos, agentes que intercalam DNA como brometo de etidio) ou fisico
(radiagio ultravioleta, radiagfio ionizante), causar a alteragio permanente do material
genético dentro de células vivas, & caracterizada como mutagenicidade

(RIEGER et al, 1991).

A presenga de substincias mutagénicas e préo-mutagénicas no meio ambiente
constituem uma ameaga a saude humana. Durante a vida, estamos susceptiveis a mutagSes
espontineas, porém expostos também a substancias que podem induzir mutagdes, incluindo
constituintes da dieta alimentar, poluentes, drogas enire outros (AMES, 1979,

 MALLING, 2004).

Entre as décadas de 50 e 60, tornou-se mais claro, que o mecanismo que conduz
exclusivamente a compostos de menor toxicidade, as vezes produz metabdlitos
intermediarios reativos que poderiam interagir com © DNA ¢ causar mutagdes
(MALLING, 2004). -

Introducio
24



Dessa forma, ensaios foram desenvolvidos, visando testar a mutagenicidade de
varios compostos, dentre estes ensaios, 0 Teste de Ames € o mais conhecido pela rapidez,

simplicidade e grande capacidade em detectar agentes mutagénicos.

4- Teste de Ames

Na década de 70, o grupo do pesquisador Bruce N. Ames, desenvolveu uma
técnica que utiliza diferentes cepas de Salmonella typhimurium em um ensaio mutagénico.
Col6nias mutantes foram selecionadas por crescimento sobre meio de cultura minimo,
suplementado com um trago de histidina, para permitir um crescimento limitado das células
dependentes de histidina e expressio do fendtipo mutante (AMES ez al., 1973a;
AMES et al., 1975, MCCANN e AMES, 1976a; MCCANN e AMES, 1976b).

O Teste de Ames, ¢ um ensaio de mutagio reversa em bactérias,
especificamente designado para detectar uma grande faixa de substincias quimicas, que
podem produzir um dano genético conduzindo a mutagio no gene (MORTELMANS e
ZEIGER, 2000).

O Teste de Ames, ¢ chamado de ensaio de mutagio reversa, porque as cepas de
Salmonella typhimurium utilizadas s3o histidina-dependente (his’), pois diferentes mutagtes
foram inseridas em varios genes do operon da histidina. Cada uma dessas mutagGes € capaz
de responder a substincias mutagénicas, com diferentes tipos de mecanismos de agio.
Sendo assim, as cepas sdo incapazes de sintetizar histidina e somente quando uma
substéncia mutagénica consegue reverter essas mutagdes (his”), a bactéria produz histidina,

conseguindo sobreviver e formar colonias.

Muitas substéncias carcinogénicas e nfo-carcinogénicas foram testadas e 0s
resultados comparados entre laboratérios pelo mundo todo, cerca de 85% das substincias
carcinogénicas testadas, foram detectadas como mutagénicas, entre essas substancias, estao
incluidas uma grande variedade de agentes alquilantes, nitrosaminas, hidrocarbonetos
policiclicos, toxinas fingicas, aminas aromaticas, nitrofuranos carcinogénicos, uma
variedade de agentes antineoplasicos e antibidticos carcinogénicos como adriamicina,

daunomicina, e mitomicina C (AMES ez al., 1975).

Introdugdo
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Dessa forma, ¢ importante entender a relagio entre substincias mutagénicas ¢

carcinogénicas.
Uma substiincia carcinogénica, é qualquer agente que promova cincer.

As substincias carcinogénicas sfo freqiientemente, mas ndo necessariamente,
mutagénicas. Substéncias carcinogénicas causam cincer alterando o DNA das ceélulas,
interferindo com os processos bioldgicos normais. Geralmente, as células sdo capazes de
detectar e assim tentam reparar o DNA, caso ndo consigam, submetem-s¢ a morte para nao
causar maiores danos. Quando os danos interferem na morte celular ou incentivam a

divisdo da célula, pode ocorrer o cincer (TRAVIS, 1988).

Porém, um trabalho publicado em 1997 por Fetierman e colaboradores, mostrou
que a relagio entre a poténcia mutagénica ¢ a carcinogenicidade quantitativa, € muito fraca,

sendo assim prevalece apenas uma rela¢iio qualitativa (FETTERMAN et al., 1997).

Contudo, muitas substincias nio sfo ativas antes de serem metabolizadas,
assim requerem ativagio metabolica para que intermediarios reativos mostrem seus efeitos

biolégicos (WRIGHT, 1980).

Uma componente chave para o teste de mutagenicidade bacteriana, foi a
inclusio de um sistema de ativagio metabdlica exdgena chamada fragdo $9, proveniente de

figado de rato (AMES ef al., 1973b; MALLING, 1971).

Pesquisadores como Ames e Kier, utilizando procedimentos de indugdo
enziméatica, observaram que figados de ratos induzidos por Aroclor 1254, eram eficientes

em detectar diferentes classes de substincias carcinogénicas (AMES er al, 1973b;

KIER et al., 1974).

No entanto, Aroclor 1254, é uma substincia carcinogénica de grande
estabilidade, podendo ser mais perigoso para os pesquisadores do que as proprias

substincias carcinogénicas em estudo (SHAHIN ez al., 1979).

Alternativas para a indugio enzimitica, foram proposias chegando a
combinagio de duas drogas: fenobarbital e B—naﬁoﬂavoila_ A associagdo desses dois
indutores produz uma indu¢do similar ao Aroclor 1254, podendo assim substitui-lo em
testes de mutagenicidade (ELLIOTT et al., 1992).
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Estes indutores estdo divididos em duas categorias:
v" Indutores “tipo fenobarbital”
v" Indutores “tipo hidrocarboneto aromatico policiclico”

Os indutores “tipo fenobarbital®, geralmente induzem uma ou mais isoformas
»

de citocromo P-450 (MASON, 1965).

Fehobarbital ¢ um indutor que exerce aglo sobre as subfamilias CYPI1A,
CYP2A, CYP2B e CYP3A, porém os membros da subfamilia CYPZB 530 induzidos mais
intensamente, esse efeito tem papel essencial na metabolizagdo de xenobiéticos, pois essas
subfamilias sdo responsaveis pela metabolizagfio da grande maioria deles (WAXMAN e

AZAROFF, 1992, CZEKAJ, 2000).

Em contraste, indutores “tipo hidrocarboneto aromatico policiclico”, induzem

uma forma especifica do citocromo P-450, a subfamilia CYP1A (RAUNIO er al., 1995),

A B-naftoflavona, um indutor “tipo hidrocarboneto aromatico policiclico”,
induz a subfamilia CYPIA, desde entio essa enzima tem sido estudada extensivamente,
pois mostrou catalisar a ativagfo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos a metabolitos

carcinogénicos (CONNEY, 1982).

Cerca de 90% de farmacos de uso clinico, sdo metabolizados pelas familias 1, 2

e 3 da citocromo P-450 (ALVARES e PRAT, 1990).

4.1- Cepas

Cinco cepas histidina-dependente, sdo usadas no teste de mutagenicidade de
Ames - TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537 - cada cepa, contém um tipo diferente de
mutacdo no “operon” da histidina. Em adi¢8o a mutagdo referente a histidina, as cepas tém
mutacBes que aumentam extremamente sua sensibilidade para detectar substdncias

mutagénicas.
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A mutagio rfa, causa perda parcial da barreira de lipopolissacarideos, que
reveste a superficie da bactéria e aumenta a pennéabilidade facilitando a penetragio de
moléculas com alto peso molecular. Outra mutagio adicionada, € a chamada 2vr53, que
consiste na delegdo do gene que codifica o sistema de reparo do DNA, aumentando
extremamente a sensibilidade na deteccdo de muitas substincias mutagénicas. Além disso,
as cepas que apresentam a mutagdo #wB, necessitam de biotina para crescer e formar
colonias, pois apresentam um dano no gene responsavel pela sintese de biotina

(AMES et al., 1973a). (Quadro |

Além das mutagdes ja descritas, foram inseridos plasmideos como o pKM101 e

o pAQ1, dando assim algumas caracteristicas peculiares as cepas. (Quadro I)

Plasmideos, sio pequenos pedacos de DNA (normalmente circulares)
encontrados fora do cromossomo e capazes de se auto-replicar. S3o as principais
ferramentas para a insergio de novas informagdes genéticas em microorganismos (RIEGER

etal., 1991).

O plasmideo pKM101, acentua a mutagio induzida por luz ultravioleta e
substincias quimicas, através do aumento no funciopamento do sistema de reparo do DNA
denominado “error-prone” e confere resisténcia a ampicilina, que ¢ um conveniente
marcador para detectar a presenca do plasmideo (MCCANN e AMES, 1976a;
SHANABRUCH e WALKER, 1980; WALKER ¢ DOBSON, 1979; MORTELMANS ¢
STOCKER, 1979).

A inser¢io de uma mutagdo no “operon” da histidina em miltiplas copias do
plasmideo pAQ!, aumenta o nimero de sitios alvo e também confere resisténcia a
tetraciclina, que ¢ um conveniente marcador para detectar a presenga do mesmo (LEVIN ef
al., 1982).
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Quadro I- Gendtipo das cepas utilizadas no Teste de Ames

Mutagiio Defeito na Membrana de
(cepa) Mutacio uwrh Lipopolissacarideos Plasmideo
hisG46
TAL535 mutagio por dele¢io rfa Ausente
TA100 mutacio por delegiio rfa pKMI101
hisD3052
TA98 mutacio por delecio rfa pKM101
hisC3076
TA1537 mutagio por delecio rfa Ausente
hisG428
TA102 tipo selvagem rfa PKM101/pAQ1

4.2- Seqiiéncias alvo na detecgio de substdncias mutagénicas

Algumas seqiiéncias de DNA s3o comumente usadas como alvo no Teste de
Ames, a mutagiio hisG46 encontrada nas cepas TA100 e TA1535, resulta da substitvigao de
GAG/CTC por GGG/CCC, que ¢é revertida ao tipo selvagem por substéncias que causam
mutagio por substituigio de par de bases como a Azida s6dica (MORTELMANS e
ZEIGER, 2000).

A mutag3o hisD3052 presente na cepa TA98, esta inserida proxima a seqiiéncia
repetitiva -C-G-C-G-C-G-C-G- alterando sua leitura. Este tipo de mutagdo pode ser
revertido ao tipo selvagem, por substincias mutagénicas que causam mutagio por
“frameshift" como 2-pitrofluoreno e varios aromaticos nitrosos derivados de aminas

carcinogénicas, devido a uma delegiio de par de bases do DNA (ISONO e YOURNO,

1974),
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A cepa TA1537 carrega uma mutagio chamada hisC3076, que tem como alvo
uma alteragio proxima ao sitio de repetigdo -C-C-C- e pode ser revertida ao tipo selvagem,
por substdncias mutagénicas que causam mutagdo por “frameshift” por adicSio de par de
bases a0 DNA préximo ao sitio de repeticBo como a mmitagio provocada pela 9-

aminoacridina, entretanto, diferentes das detectadas pela cepa TA 98 (AMES et al,, 1973a).

Na cepa TA102, a mutagdo ¢ carregada em multiplas copias do plasmideo
pAQ1. A mutagiio hisG428 inserida nessa cepa tem a seqiéncia alvo TAA, que pode ser
revertida por transigdes (substituigio de base pirica por base pirica ou pirimidica por
pirimidica) e transversdes (substituicdo de bases puricas por pirimidicas ou pirimidicas por
puricas) no DNA. A cepa TA102 pode ser revertida por substancias mutagénicas qgue
causam dano oxidativo e detectam agentes “cross-linking”, ou seja, que intercalam as fitas

do DNA como mitomicina C (LEVIN ef al., 1982).

5 - Metabolizacae de farmacos

A enzima citocromo P-450, ¢ a principal responsavel pelo metabolismo
oxidativo dos farmacos. Sua expressio esta regulada por varios fatores: genéticos (formas
polimorficas), fisiopatologicos (regulagio hormonal, enfermidades), e ambientais (fatores
nutricionais, inducdo, inibigao), que condicionam os niveis hepaticos das enzimas P-450 as

quais variam extraordinariamente entre individuos (SHIMADA et al., 1994).

O metabolismo hepatico dos farmacos tem uma notavel influéncia sobre o
“clearance” plasmatico ¢ ¢ a causa mais freqiiente da variabilidade individual, que se
observa nos pardmetros farmacocinéticos. Esta variabilidade, explica as notaveis diferengas
observadas no metabolismo de farmacos e justifica a aparigdo de alteragOes na resposta
farmacolégica ou de diferencas individuais, na susceptibilidade & agfio de agentes toxicos
ou carcinogénicos (SPATZENEGGER e JAEGER, 1995; LU, 1998; FUHR, 2000;
INGELMAN-SUNDBERG, 2001).

Introducio
30



O desenvolvimento de um novo farmaco € um processo longo € custoso, no
~qual se investiga se a molécula reine os requisitos de eficacia terapéutica € seguranga,
exigidos pelas autoridades sanitrias para sua comercializagdo e administragdo no ser
humano. A selecio das moléculas candidatas, ndo ¢ feita somente em fungdo da sua
atividade farmacologica, mas também, em fungdo dos riscos toxicos. A toxicidade depende
da capacidade que o farmaco tem, de agredir estruturas ou processos celulares e os niveis
celulares que alcangaram (SPATZENEGGER e JAEGER, 1995).

A resposta farmacologica a um agente terapéutico, € o resultado da interacéo do
agente com a célula alvo e por conseqiéneia a transdugdo de sinal. Os processos de
absor¢io, distribuigio, metabolismo e excrecio aos quais sio submetidos os farmacos,
regulam sua concentragio no sitio de agdo e, portanto, tém um papel determinante na sua
eficacia farmacologica. Um firmaco com uma farmacocinética inapropriada, pode originar
uma resposta inadequada ou muito varidvel que comprometa seu uso terapéutico

(THOMPSON, 1997).

Dada a transcendéncia clinica, hoje em dia, as etapas iniciais do
desenvolvimento de novos farmacos, também incluem a caracterizagdo metabolica do
composto. Tendo em vista, que a citocromo P-450, € o elemento chave no metabolismo de
farmacos, os avangos metodologicos que tem permitido ampliar os conhecimentos
bioquimicos, sobre esse sistema. enzimatico tém possibilitado o desenvolvimento de
melhores estratégias para o estudo do metabolismo de farmacos. Dessa forma, os ensaios in
vitro utilizando-se CYP, oferecem 2o pesquisador, a possibilidade de examinar de forma
controlada e reproduzir em um modelo simplificado, as situagSes que ocorrem no
organismo e constituem ferramenta importanie para estudar o metabolisme de novas
moléculas na fase pré-clinica de seu desenvolvimento (MCGINNITY e RILEY, 2001).

5.1- Metabolismo in vifro

Existem numerosas vantagens no uso de modelos in vifro no estudo do
metabolismo de drogas. Nesses ensaios, ¢ muito importante obter informagGes, que
cheguem o mais perto da situag8o humana in vivo. Uma tendéncia atual € transferir o estudo

do metabolismo das drogas para uma fase inicial do desenvolvimento da droga. Modelos in
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vitro, tém sido desenvolvidos com enzimas da familia da citocromo P-450. Atualmente, &
observada uma tendéncia de alteragio na énfase de experimentos com modelos animais

para estudos in vitro com enzimas humanas (MINERS e/ al., 1994).

A metabolizacio ocorre em muitos tecidos como rim, pele, pulmao e intestino,

porém o figado é o 6rgio com maior expressdo de citocromo P-450 e, portanto com maior

capacidade de metabolizagio (LU e KACEW, 1996).

A metabolizagdo, biotransformagio ou ativagio metabolica pode ser dividida

em dois tipos de reag¢oes:

v ReacBes de fase I que compreendem reagdes de hidrélise, oxidaco e
redugdo, as quais aumentam a polaridade e a excre¢do dos compostos. O
resultado da fase 1 ndio é necessariamente um metabdlito inativo, como € o
caso da codeina, a qual é demetilada originando a morfina, um composto

mais potente (CONE et al., 1983).

Mas frequentemente as reacdes de fase I sdo estagios que antecedem futuras
reagdes, expondo sitios reativos da molécula para subsegiientes reacdes de fase II

(KOSTIAINEN ef al., 2003).

v’ Reagdes de fase II, que compreendem as reagdes de conjugagdo, as quais
fazem conjugagdo de grupos volumosos e polares e com isso frequentemente
cessa a atividade e aumenta a eliminagdo do substrato (Kostiainen

et al., 2003).

Somente em raros casos, como acontece com a motfina-6-O-glucuronideo, o

metabolito conjugado ¢ mais potente que o composto integro (PAUL ez al. 1989). As
principais enzimas de metabolizag@o de fase I e Il podem ser observadas do QUADRO IL
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Quadro II- Divisio das enzimas em Fase | ¢ Fase I1. (Adaptado de SMITH et ol , 2001).

Citocromo P450 monooxigenase
Aldeido desidrogenase
Alcool desidrogenase
FASE I
Epoxido hidrolase

Monoamino oxidase

Flavina monoamino oxidase

N- e O- metiltransferases nio especificas

Acido D-glucurénico transferase

Catecol o-metiltransferase FASE I
Glutationa transferase

Sulfato transferase

Virias preparagdes hepaticas obtidas por centrifugacio diferencial, sdo usadas
no estudo da biotransformacdo in vitro. Dentre elas temos microssomos, citosol e fragdo S9

(BRANDON et al., 2003).

5.1.1 - Microssomos hepaticos

Microssomo hepatico é um dos modelos mais utilizados na metabolizaggo in
vitro. Trata-se de um sistema subcelular, obtido através da centrifugagdo de homogenatos
de figado a 100000 x g, que permite uma purificagio parcial das membranas do reticulo
endoplasmatico liso onde, sdo encontradas as citocromo P450 e outras enzimas. Entre suas
vantagens estio a facilidade de preparagio, sua grande acessibilidade, sua estabilidade e sua
elevada atividade biotransformadora (BRANDON ef al., 2003). |
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Todas essas caracteristicas tornam este modelo biolégico o mais popular para o
estudo de metabolismo. Por outro lado, a principal limitagio dos microssomos hepaticos, €
que estio presentes apenas enzimas unidas & membrana, principalmente as citocromo

P-450, estando ausentes as enzimas citosélicas de conjugagio (PEARCE ef ol 1992).

5.1.2 - Citosol

A fracdo citosolica hepatica contém enzimas soliveis de fase Il como a N-acetil
transferase, glutationa S-transferase e sulfofransferase que podem ser obtidas por
centrifugacio diferencial de homogenato de figado, como os microssomos. Para a atividade
catalitica de enzimas de fase II, é necessaria a adigdo de cofatores exdgenos como, por
exemplo, glutationa para a enzima glutationa S-transferase. A principal vantagem ¢ a
presenca de apenas trés enzimas na fragdo citosSlica a altas concentragBes, quando
comparadas a fracio SO hepatica e a maior desvantagem, € que somente as enzimas de fase

1 solaveis estdo presentes na fragfo citosdlica hepatica (BRANDON et al., 2003).

5.1.3 - Fragio S9

A fragio S9 hepatica contém as fragdes microssomal (enzimas de fase I) e
citosolica (enzimas de fase IT). Um sistema regenerador de NADPH € usado para fornecer a
demanda de energia das enzimas citocromo P-450, e co-fatores responsaveis pela oxidagdo

das drogas (BRANDON ez al., 2003).

A fracio S9 hepatica € aplicada principalmente combinada ao Teste de Ames.
A fragiio SO & preparada a partir de figado de animais, centrifugados a 9000 x g e a
atividade das enzimas hepaticas como as citocromo P-450, pode ser aumentada
intensamente quando os animais s&o expostos a diversas drogas, pesticidas, hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos e xenobiéticos do meio ambiente (MARON e AMES, 1983).
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Comparada aos microssomos ¢ citosol, a fragdo S9 oferece uma representacao
mais completa do perfil metabolico, pois contém atividade das enzimas de fase I e IL. Por
outro lado a atividade das enzimas na fragio S9 ¢ reduzida quando comparada aos

microssomos e citosol (BRANDON er al., 2003).
6- Citocromeo P450
6.1- Localizagdo, nomenclatura e estrutura.

A citocromo P-450 foi descoberta na década de cinqgiienta. Inicialmente,
citocromo P-450 foi um termo usado para identificar uma hemoproteina microssomal
hepatica com absorgio maxima de 450nm, e assim denominada pigmento 450 ou P-4350
(SETCHELL er al,, 1998; CHIANG ef al., 2000; JANOWSKI ef al., 1999).

Fssas enzimas contém um grupo heme por molécula de proteina e catalisam
monooxigenagdes junto com NADPH e oxigénio molecular (CRESTANI ef al, 1995,
SCHWARYZ ef al., 1997, HUNT ez al., 2000; OKUDA et al., 1995).

As citocromos P-450 estio presentes em seres eucariotes, nas membranas do

reticulo endoplasmatico € na membrana interna mitocondrial (HOLICK, 1994).

Atualmente ¢ sabido que, a superfamilia das enzimas citocromo P-450 ¢
formada por cerca de 500 membros, os quais tém sido classificados em familias e

subfamilias baseados na identidade da seqiiéncia de aminoacidos. (NELSON et al., 1996).

Enzimas que tem uma identidade de 40% ou mais de aminoacidos, pertencem &

 mesma familia, € se a identidade for maior que 55%, pertencem 4 mesma subfamilia.

A sigla CYP é usada para caracterizar a respectiva P-450 como hemoproteina. O primeiro
nGmero arabico define a familia génica (ex. CYP1), a letra seguinte & subfamilia
(ex. CYP1A) e o segundo nimero a epzima individual (ex. CYP1Al, CYP1A2)
(VENKATAKRISHNAN ef al., 2001).

As enzimas citocromo P-450, catalizam o ataque oxidativo a compostos de
natureza orginica (hidrocarbonetos e seus derivados) ndo ativados. As citocromo P450

requerem elétrons para reduzir o oxigénio molecular e podem ser classificadas em quatro
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classes, em funcio de como cedem elétrons desde o NADPH até o centro catalitico da

enzima (WERCK-REICHHART e FEYEREISEN, 2001).

v Proteinas de classe 1 — utilizam uma redutase que contem FAD e uma

ferrosulfoproteina (ferridoxina).

v Proteinas de classe II — utilizam uma cadeia de transferéncia de elétrons mais
curta ¢ s6 necessitam uma redutase da citocromo P-450 que contem

FAD/FMN para a transferéncia de elétrons.

v Proteinas de classe Il — sdo auto-suficientes ¢ ndo requerem doador de

elétrons.
¥ Proteinas de classe IV — recebem os elétrons diretamente do NAD(P)H.

Nos organismos eucariontes, as P-450 de classe I encontram-se associadas a
membrana interna da mitocdndria. As enzimas de classe II sdo as mais abundantes em
eucariontes, as enzimas P-450 e NADPH-citocromo P-450 redutase, ndo estdo associadas e
ambas estdo ligadas de forma independente ao lado externo da membrana do reticulo

endoplasmatico como ilustra a Figura IL

As P-450 da classe I e da classe II participam dos processos de metabolizag@o
tanto em plantas como em animais. Tratam-se de enzimas de grande importincia do ponto
de vista farmacologico ¢ toxicolégico, pois sdo as responsiveis pelo metabolismo e
detoxificacdio de firmacos e muitas vezes participam do processo de ativagio contribuindo
para a aparigio de fendmenos toxicos ou carcinogénicos (HONKAKOSKI e
NEGISHI, 2000).

As P450 de classe III participam da sintese de prostaglandinas em mamiferos,
enguanto que a P450 da IV foram identificadas somente em fungos (MAN SUY, 1998).
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Figura II - transferéncia de elétrons desde o NADPH até a citocromo P-430 catalisada pela
NADPH-—citocromo P-450 redutase (Adaptado de ORELLANA e
GUAJARDO, 2004).

6.2 - Mecanismo enzimatico da Citocromo P450

As citocromo P-450 sdo denorminadas monooxigenases, pois o termo se refere a
forma como o oxigénio molecular é incorporado ao produto. Na hidroxilagio, um atomo de

oxigénio é adicionado ao substrato e o outro contribui para a formagéo de uma molécula de
agua.
Este processo requer a doagdo seqiiencial de dois elétrons assim, na membrana

do reticulo endoplasmatico, a NADPH-citocromo P-450 redutase € o doador de elétrons
usual embora o citocromo bs também possa participar (VERGERES ¢ WASKELL, 1995).

A citocromo P-450 catalisa a monooxigenagdo de uma variedade de moléculas
orgénicas, através de bm mecanismo que envolve varios passos como mostrado na Figura

j118
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Figura I - Reagdes do complexo citocromo P-450 na oxidaglo do substrato (Adaptado de
COON et al., 1992).

O ciclo envolve os seguintes passos:
1- ligagdo do substrato RH ao Fe™;
2- redugdio do complexo férrico enzima — substrato (F e 2 Fe™)

3- ligagiio do oxigénio molecular ao complexo ferroso enzima-substrato, com

provavel geragdo de superdxido;

4- transferéncia do segundo elétron do NADPH ao complexo enzima-substrato
via NADPH citocromo P450 redutase ou citocromo bs e protonagio do
atomo de oxigénio distal por um jon hidrogénio com provavel produgéo de

perdxido de hidrogénio;
5 - liberagio de uma molécula de H>O
6- formaggo do radical livre

7- formagio do produto hidroxilado
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7- Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria de Massas

(HPLC-MS)

E estimado que, para cada S000 substincias quimicas avaliadas em programas
de desenvolvimento de novas drogas, somente uma € aprovada para entrar no mercado.
Entre as maiores razdes para chegar ao fim do desenvolvimento de uma nova substéncia
quimica além da eficicia, o fator dominante € ndio ser toxica e ter propriedades
farmacocinéticas favoraveis. Isto tem for¢ado a industria farmacéutica, 2 modificar o
procedimento durante a descoberta da droga e a desenvolver novas tecnologias para
aumentar a produtividade e eficiéncia durante a fase de descoberta. Entre as propriedades
farmacologicas estudadas, a caracterizagio metabdlica ¢ a chave e hoje em dia tem

integrado a fase de descoberta de novas drogas (KOSTIAINEN ef al., 2003).

Assim a cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrometria
de massa (HPLC-MS), é uma técnica analitica utilizada para analise de metabolitos que
acopla a alta resolugdo cromatografica com a sensibilidade e especificidade do

espectrometro de massas (LIM e LORD, 2002).

Hz mais de uma década a espectrometria de massas utilizando-se da técnica de
ionizacio das amostras por “eletrospray”, surgiu como uma importante técnica que fornece
uma ferramenta sensivel, robusta e de confianga para estudar amostras com concentragoes
extremamente pequenas, biomoléculas ndo volateis e termolabeis que ndo sdo facilmente

analisadas por técnicas convencionats.

A Cromatografia Liquida de Alta Performance, serve como um pré-
fracionamento molecular para posterior analise no espectrometro de massas. HPLC/MS
tornou-se uma poderosa técnica na analise de moléculas grandes e pequenas de varias

polaridades em amostras biologicas complexas (HO et al., 2003).

Assim o primeiro passo para anilise de um metabdlito € a identificagio de
todos os possiveis metabdlitos, o segundo passo € a caracterizagdo estrutural e por fim sua
quantificagdo. A identificagio dos metabolitos € feita através da comparaciio dos ions

contidos nos cromatogramas das amostras e no branco, para isso, existem programas que
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auxiliam na identificagdo do metabélito. Esse programa faz uma triagem em todos os ions
contidos no cromatograma do metabolito esperado, de acordo. com os ganhos on as perdas
na massa do metabélito, comparado com a massa molecular da droga mée dessa forma
auxiliando na caracterizagiio estrutural (QUADRO III). Os picos detectados nos
cromatogramas, correspondem a raziio da massa pela carga do ion do possivel metabolito.
Através do calculo da rea do pico, é feita a quantificagio seja da droga ou do seu
metabélito. Os programas sio baseados na detecglio de ions protonados, deprotonados ou
dutos, e nfo na detecgio de fragmentos de jons. Assim, para o composto sef identificado,
ndo deve ser dissociado extensivamente no processo de ionizagdo, dessa forma, como a
ionizagio por “eletrospray” (ESI) é um processo suave, tem sido a melhor escolha nas

analises de metabolitos (OLIVEIRA ¢ WATSON, 2000).

Quadro III - Possiveis reagdes metabolicas e as mudangas de cargas associadas (Adaptado

de SINZ ¢ PODOLL, 2002).

Reacio metabdélica Mudanca na massa (m)
Demetilacio -14
N-Hidroxilagio +16
N-Oxidagio +16
Metilagdo +14
Acetilagao +42
Sulfatacio +80
Glucuronidacio +176

7.1 - Tonizagio por “eletrospray” (ESI)

A ESI usa a energia elétrica para auxiliar a transferéncia dos ions da solugdo
para a fase gasosa antes de serem submetidos a analise espectrométrica assim, espécies
idnicas podem ser analisadas por ESI-MS com muita sensibilidade, porém, compostos

neutros também podem ser convertidos 4 forma idnica por protona¢do ou deprotonagdo.
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O espectro de massas € um grafico relativo & abundancia de sinais do ion em
relagio & razio (m/z). Dessa forma, ¢ muito comum que o sinal mais alto seja 100% de

abundancia e todos os outros sejam expressos em fungdo desses (HO ez al., 2003).

8 - Parsalmide e seus anilogos PA7, PA10 ¢ PA31

O Parsalmide [5-amino-N-butil-2-(2-propiniloxi)-benzamida} € uma droga com
atividade antiinflamatoria, sintetizada originalmente na Itdlia na década de 70
(MAFF]I et al., 1976, PEDRAZZOLI et al., 1976).

Est4 disponivel comercialmente desde 1985, com o nome comercial Synovial®
e tem sido utilizado para tratar pacientes com artrite (FARNETI ¢ COLOMBO, 1976;
MENCI et al., 1976; SANGUINETTI ¢ BONIFAZL, 1976; TAFNER et al., 1976).

Duas caracteristicas importantes do Parsalmide sio a sua tolerancia gastrica e a
prevengio contra efeitos ulcerogénicos causados pela Aspirina e outros antiinflamatdrios
ndio esteroidais sem interferir com o seu efeito antiinflamatorio (CARMINATI ez al., 1981;
BERTACCINI ef al, 1979; BIANCHETTI et al., 1982; MIRELLI ef al, 1976;
VANDELLI et al., 1981; WARNER et al., 1999).

Tendo-se em vista estas caracteristicas relevantes do ponto de vista terapéutico,
vérios analogos do Parsalmide foram sintetizados com a finalidade de se obter novos
inibidores da COX (CALIENDO et al., 2001).

Os compostos PA7, PA10 ¢ PA31 (Figura IV) foram sintetizados pelos Profs.
Drs Giuseppe Cirino e Vicenzo Santagada na Universita Degli Studi di Napoli Federico II,
Napoli, Italia. Estes compostos foram selecionados dentre trinta e nove moléculas por

apresentarem bons resultados em testes farmacolégicos.

No ensaio de agregagio plaquetaria os compostos PA7, PA10 e PA31
apresentaram IC50 de 48.1, 16.0 e 75 pM respectivamente, a inibicdo da sintese de
tromboxano in vitro, mostrou ser mais intensa para os compostos PA10 e PA31 chegando a
93.0% e 83.8% de inibigdo respectivamente e as inibigoes da sintese de tromboxanc 1 hora,
apés a administragio da droga PA7 (36.9%), PA10 (59.3%) e PA3] (29.5%)
(PENNACHIN ef al., 2002).
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Os compostos PA7 e PA10 inibiram cerca de 78% e 63% respectivamente o
edema de pata induzido por carragenina. Em ensaios de inibigio da COX in vifro, os
compostos mostraram ser mais seletivos pa1:a COX-1, apresentando vaiores de IC50 para
COX-1 de 1.42 pM, 18.0 pM e para COX-2 de 8.35 pM, 66.0 pM para os compostos PA7 e
PAL10 respectivamente e por fim, o composto PA10 mostrou néo causar danos gastricos e

ainda preveniu danos causados por Indometacina (CALIENDO et al., 2001).
o n\/\/
Parsalmide NHCOCH,
H H H
N N No
PA7 NH PAA10 NH, PA31 NH;

Figura IV- Estrutura dos compostos Parsalmide, PA7, PA10 e PA31.
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O desenvolvimento de um novo medicamento ¢ um empreendimento de alto
fisco € requer um notavel esforco humano e de recursos. A probabilidade de que um
composto chegue a ser um novo medicamento é muito reduzida. Uma das principais causas
da interrupgdo do desenvolvimento de um novo farmaco em fase clinica, € a existéncia de
fatos inesperados que contribuem mais que a falta de eficicia terapéutica. O estudo do
metabolismo que deveria ser parte do desenvolvimento pré-clinico, com freqiiéncia €
lembrado somente quando o farmaco entra em fase clinica. Assim, o metabolismo pode ser
uma das razoes pela qual, o desenvolvimento de um farmaco ¢ interrompido, por causar
efeitos adversos, conseqiiéneia de diferente metabolismo entre individuos ¢ interagdes com

outros farmacos segundo RIPOLL (2004)%,

Ha mais de 15 anos, varios paises tém usado testes de mutagenicidade no
desenvolvimento de novas drogas, desde entfio orgdos reguladores como ICH (International
Conference on Harmonisation), Comunidade Européia ¢ FDA (Food and Drug
Administration), recomendam ensaios que avaliem a mutagio em genes bacterianos como o

Teste de Ames (JENA et al., 2002).

Dessa forma, é de extrema importincia que testes de mutagenicidade e de

metabolizagdo in vitro sejam realizados na fase pré-clinica do desenvolvimento de novas

drogas.

% hitp://www.ranf. com/publi/mono/mono.htmt
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Avaliar o potencial mutagénico dos compostos PA7, PA10 e PA31 através do
Teste de Ames.

Identificar, caracterizar e quantificar os metabdlitos formados no estigio de

ativagio metabolica aplicada ao Teste de Ames.

Objetivos
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ABSTRACT

In this study, the mutagenicity of the anti-inflammatory parsalmide [5-amino-N-butyl-2~(2-
propynyloxy)-benzamide] analogues PA7 [5-amino-N-butyl-2-cyclohexyloxy-benzamide],
PA10  [5-amino-N-butyl-2-phenoxy-benzamide] and PA31 [5-amino-N-butyl-2-
(p-tolyloxy)-benzamide] was determined by an Ames Salmonella assay. The experiments
were performed by preincubating the compounds in the absence and presence of a post-
mitochondrial fraction (S9) of rat liver homogenate from phenobarbital/B-naphtoflavone
treated rats. No mutagenic effect was observed after direct testing (no SO added) in
Salmonella typhymurium strains TA98, TA100, TA102, TA1535 and TA1537. However, in
the presence of $9, the test substances triggered mutagenic responses in strains TA100 and
TA98. PA31 presented the strongest mutagenic potential. The reversion rates in the
presence of PA31 were about 2-19 fold higher than spontaneous mutation rates. In the
presence of PA7, the reversion increased 2-14 fold over spontaneous rates. While PA10
showed a relatively mild mutagenic potential, as the number of revertants did not exceed
2.5 times the number of spontaneous mutations. Mass spectrometric analysis of the in vitro
biotransformation showed that S9 converted (%), regioselectively, PA7 (19%), PA10 (7%)
and PA31 (12%) into hydroxy-derivatives.

KEY WORDS: Parsalmide analogues; Mutagenicity; Metabolites; Mass spectrommetry.
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1. INTRODUCTION

Among the non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) that reached the
public in recent decades, parsalmide [5-amino-N-butyl-2-(2-propynyloxy)-benzamide]
(Figure 1) is outstanding for causing no ulcerogenous nor hemorrhagic effects at the
gastroduodenal level [1,2]. This desirable characteristic from the therapeutic point of view
has therefore inspired studies on parsalmide analogues as new NSAIDs candidates [3].

Several preclinical studies are required in the process of developing new drugs
in order to establish the real pharmacological properties and toxicity potential of the test
substance. These include assays to predict mutagenicity, carcinogenicity and metabolism
pathways since biotransformation can affect the drug safety and efficacy due to the

formation of therapeutically active or toxic metabolites [4,5].

Several in vitro models for studying drug mutagenicity and metabolism have
been proposed [6-9]. The bacterial reverse mutagenicity assay on Salmonella typhimurium
known as the Ames test [10] is the most popular short term test for assessing the mutagenic
potential of xenobiotics. The Ames test is the preferred screening method for the
assessment of the mutagenic activity of new synthesized drugs. Some authors have
assumed that there is a strong correlation between the carcinogenic activity in an animal
experiment and the mutagenic potential in the Ames test [11]. However, more recently
Fetterman et al. [12] established that the relationship between mutagenic potency predictors

and quantitative carcinogenicity is very weak.

Liver preparations and isolated hepatocytes are routinely used for the prediction
of in vitro metabolism of drug candidates with the obvious advantage that they are easier to
work with than whole animals [13, 14]. Liquid chromatography (LC) coupled with mass
spectrometry (MS) is capable of generating rapid and accurate elucidation of the
metabolites identity and plays a fundamental role in the development of new drugs [15-17].

A series of substituted benzamides has been synthesized as anti-inflammatory
agents [3]. Two of the compounds, PA7 and PA10 presented very high anti-inflammatory
activity in the carragenin-induced rat paw edema [3] and i vitro inhibition of human
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platelet aggregation (data not shown). Since both compounds were devoid of gastric effect
at the efficacious dose and also prevented indomethacin-induced gastric damage, they were
used to lead the definition of a new leading structure with anti-inflammatory activity. In a
new series of compounds, PA31 was selected as presenting the highest anti-inflammatory
activity in carragenin-induced paw edema and platelet COX-1 inhibition (data not shown).
In order to further the understanding of this new class of anti-inflammatory drugs, the
mutagenic potential of these compounds were evaluated by the Ames test and LC-MS
analysis was applied for the purpose of characterizing related genotoxic metabolites formed

in vitro in the presence of rat liver S9.

2. CHEMISTRY
2.1. Synthesis of parsalmide analogue PA31

The general procedure used for the synthesis of the N-(n-butyl)-benzamide
derivative PA31 is depicted in Scheme 1.

The reaction of the 2-chloro-5-nitrobenzoic acid I with n-butylamine performed
in anhydrous dimethylformamide (DMF) in the presence of NN’-
dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole (DCC/HOBt) produced the
corresponding intermediate 2. Subsequent dissolution of the 2 in anhydrous dioxane and
treatment with a solution of the appropriate alcohol and NaH in anhydrous dioxane gave the
corresponding intermediate 3. Reduction of the nitro group of intermediate 3, carried out
with sodium borohydride reagent, gave the corresponding intermediate 4. Free base 4 was
converted into the corresponding hydrochloride salt 5 by treatment with an excess of

diethyl ether saturated with dry, gaseous HCI.

-
'
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3. RESULTS
3.1. Mutagenicity assay

Substances PA7, PA10 and PA31 failed to elicit 2 mutagenic response in the
Ames test after direct testing (no S9mix) in strains TA98, TA100, TA102, TA1535 and
TA1537. However, Table 1a and 1b show that in the presence of S9mix the test substances
were converted into derivatives that induced at least a 2-fold increase in the number of
revertant mutants of both TA98 and TA100. No increase in the revertant colonies was
observed with strains TA102, TA1535 and TA1537. S9-activated PA7 and PA31 showed a
dose-response effect in the dose range applied (31-250 pg/plate), although above 250
ug/plate, a general decrease was observed due to cell toxicity. Table 1a and 1b also show

that $9-activated PA7 and PA31 presented distinct strain specific mutagenic tendencies.

Whereas the greatest number of revertant mutanis of TA98 in the presence of
$9-activated PA7 was almost 15-fold higher than the spontaneous mutation rate, while in
the presence of S9-activated PA31 the maximum increment was not higher than 7-fold. On
the other hand, the number of revertants of TA100 in the presence of S9-activated PA7 was
about 5-fold the number of spontaneous mutations, whereas in the presence of S9-activated
PA31 the revertion reached 19-fold the background level. In contrast, in the presence of §9-
activated PA10 the number of reverted colonies did not exceed 2.5 times that of

spontaneous mutations and no dose-response was observed.

3.2. MS characterization of PA metabolites

Figure 2 shows the total ion chromatograms related to the LC-MS analysis of
the in vitro incubations of PA7, PA10 and PA31 with S9mix. Starting materials were

" identified by comparison of the retention times and mass spectra with data obtained by

direct injection of standard solutions, and the corresponding metabolites were characterized
by interpretation of mass spectrometric data. As the atmospheric pressure ionization source
is relatively soft, the positive electrospray full-scan spectra (m/z 150-350) of all

compounds showed the pseudo-molecular ions ((M-H]") in relatively high abundance
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(Figure 3). Additionally, ions corresponding to sodium adducts ([M-Na]*) were present in
all spectra as the parent compound plus 23 mass units. The chromatographic peaks
associated with metabolites of PA7, PA10 and PA31 eluted before the parent compounds,
indicating that they were more hydrophilic products.

The corresponding mass spectra showed an increment of 16 mass units in both
(fM-H]") and ([M-Na]"), indicating that S9 converted PA7, PA10 and PA31 into hydroxy-
derivatives. These were the only metabolites detected under the experimental conditions
described. Percentual conversions (¢%) by S9 of PA into hydroxy-products (PA-OH)
depended on the substance structure, and in incubation conditions of a typical test dose of
31.25 ug/plate, c% of PA7, PA10 and PA31 were about 19%, 7%, and 12%, respectively
(Table 2). Chemical groups subjected to hydroxylation were characterized by the full-scan

mass spectra patterns shown in Figure 3.

4. DISCUSSION

Worldwide regulatory commissions considering in vitro mutagenicity assays
have intensively debated the Ames test in terms of result evaluation, but still a consensus on
the acceptable criteria for a positive or negative result could not be reached [20-23].
Nevertheless, it is widely believed that a reproducible dose-response is necessary for a
chemical to be classified as positive and that the use of a specific 2 or 3 fold-increase rule is
in fact too conservative for bacterial strains possessing high spontaneous mutation values
yet not sufficiently conservative for those strains with low spontaneous mutation values

[20].

S9-activated PA7 and PA31 clearly presented both concentration-related base-
pair substitution (TA100) and frameshift (TA98) reversion effects. Biotransformation of
primary arylamines into N-hydroxy mutagenic species has been largely demonstrated
[24-26].
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However the hydroxylation of PA7 most likely occurred in the cyclohexane
ring, as the ions of m/z 209 in both PA7 and PA7-OH spectra were probably due to an
inter-ring hydrogen rearrangement Ileading to neutral losses of cyclohexene and
cyclohexenol, respectively. This interpretation is consistent with the fact that cyclohexane
serves as substrate for several cytochrome P450 isoforms [27.28]. On the other hand, as
shown in Figure 5, the amine hydroxylation most likely occurred in the PA31 molecule,
since in this case the positively charged mass fragment resulting from loss of HgO (m/z
297) is relatively abundant (45%) and presented as a single product ion in the PA31-OH
specfrum, probably due to an efficient p-oxygen-electron pair stabilization. It has been
demonstrated that the enzymatic conjungation of arylamine N-oxidized metabolites can be
of major concern due to their potential toxicity [25,29,30].

In regard to 89-activated PA10, no concentration-related increase in the number
of revertant mutants was observed in the dose-range tested. Therefore, a clear mutagenic
effect is not observed, but a discrete 2-fold increase in the number of revertant mutants
relative to controls was obtained, indicating that mutagenic potential of PA10 needs further
evaluation, Despite the PA10 and PA31 chemical resemblance, the mass spectrum analysis
performed is in consistent with the biological assay results, since PA10-OH and PA31-OH
showed completely different mass fragmentation patterns. In contrast to the primary amine
hydroxylation of PA31, hydroxylation at the N-(n-butyl) amide moiety is shown for PA10-
OH, as the ion of m/z 212 in both PA10 and PA10-OH spectra were most probably due to
an acylium ion holding structural features fully shared by parent and product compounds.

The efficiency of the Ames test for the S9-activated PA10 can be affected by
the fact that the percent conversions (c%) by S9 of PA10 into hydroxy-product (PA10-OH)
in a typical test dose of 31.2 Lig/plate was about 7%, while PA7 and PA31 were about 19%
and 12%, respectively.

In conclusion, our results show that liver S9-cytochrome P450 enzymes
regioselectively convert the parsalmide analogues PA7, PA10 and PA31 into hydroxy-
derivatives, which proved to be unsafe metabolites when evaluated for mutagenic potential
in the Ames test. The study herein reported may guide the definition of a new leading
structure with anti-inflammatory activity that may allow for the design of new safer
NSAIDs.
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5. EXPERIMENTAL PROTOCOLS

5.1. Materials

The test substances PA7 and PA10 were synthesized as previously described
[3] and supplied by Prof. V. Santagada (Pharmaceutical Chemistry Department, University
of Naples, Italy). All other chemicals were purchased from Sigma and were used without
further purification. The strains of Salmonella typhimurium were purchased from

Xenometrix (Sén Diego, CA, USA).

5.2. Chemistry
5.2.1. 5-amino-N-butyl-2-(p-tolyloxy)-benzamide (PA31)

1-hydroxybenzotriazole ~ (HOBt) (147 g, 109  mmol) and
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (22.5 g, 109 mmol) were added to a solution of 2-chloro-
S-nitrobenzoic acid 1 (20 g, 99.0 mmol) in anhydrous DMF (150 mL) at 0°C.

The resulting reaction mixture was stirred for 30 min, and then n-butylamine
(10.8 mL, 109 mmol) was added. The reaction mixture was stirred at 0°C for 2 h and stored
overnight at room temperature. N,N’-dicyclohexylurea (DCU) was filtered off, and the
DMF was evaporated in a vacoum. The residue was dissolved in CH;Cl,, washed
consecutively with brine, 1N NaOH, brine, 1N HCl and brine. The organic phase was dried
over magnesium sulfate, filtered, concentrated in vacuum and, then the residue was purified
by chromatography on a silica gel column (elution with diethyl ether/petroleum ether 7.3
viv). Crystallization from diethy! ether/ethanol produced 19.6 g (77%) of pure 2 as a yellow
solid, mp 134 °C. 'H-NMR (CDCl) 8 8.46 (d, 1H, J = 2.9Hz, ArH), 8.19 (dd, 1H, J=2.9
Hz, ArH), 7.59 (4, 1H, J = 7.9 Hz, ArH), 6.23 (br, IH, CONH), 3.48 (g, 2H, /= 6.9 Hz,
CH;NH), 1.89 (q, 2H, J = 6.9 Hz, CELCH,NH), 1.4 (m, 2H, J = 7.9 Hz, CHCHs), 0.98
ppm (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH,CHs). Next, a solution of sodium hydride (60% in mineral oil,
1.87 g, 78.0 mmol) in dry dioxane (100 mL) was added to p-cresol (5.57 g, 51.0 mmol) in

an ice-water bath under a nitrogen atmosphere. After the evolution of hydrogen had ceased,
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the mixture was stirred at 70°C for 2h. Then intermediate 2 (10.0 g, 39.0 mmol) in
anhydrous dioxane (80 mL) was added dropwise, and the resuiting reaction mixture was
stirred at 70°C for 4h and then overnight at a‘mb_ient temperature. The solvent was removed
under reduced pressure and the residue was dissolved in ethyl acetate and wﬁshed with

brine.

The organic phase was dried over magnesium sulfate, filtered, concentrated in
vacuum and the residue purified by chromatography on a silica gel column (elution with
hexane/ethylacetate 8:2 v/v) to produce intermediate 3 (15 g, 89 %), mp 77°C. 'H-NMR
(CDCl) §9.12 (4, 1H, J = 2.9 Hz, ArH), 8.15-8.13(dd, 1H, J= 2.9 Hz, ArH), 7.69 (br, 1H,
CONH), 7.29 (d, 2H, J = 7.9 Hz, ArH), 7.02 (d, 2H, J = 7.9 Hz, ArH), 6.82 (d, 2H, /=79
Hz, ArH), 3.51 (g, 2H, J = 6.9 Hz, CH;NH), 2.40 (s, 3H, CH,), 1.61 (g, 2H, J = 6.9 Hz,
CH,CH,NH), 1.41 (m, 28, J = 7.9 Hz, CH,CHs), 0.93 ppm (1, 3H, J = 6.9 Hz, CH,CHz),
which was converted to 4 as follows: A suspension of (50 mL) of NaBH,s 3.65 g (96.5
mmol) in water was added to a suspension of Pd/C (0.59 g) in 40 mL of water. The
resulting reaction mixture was stirred at room temperature under nitrogen for 10 min. Then
3 (15.82 g, 48.2 mmol) in 150 mL of methanol was added dropwise, and the mixture was
stirred for 30 min. The reaction mixture was filtered through a Celite. The solution was
acidified with 1N HCI to remove the excess of NaBH,. The acidified solution was adjusted
to alkaline pH with 2N NaOH solution and the resulting suspension was extracted with
diethyl ether. The organic phase was dried over magnesjium sulfate, filtered, then
evaporated to dryness to yield intermediate 4 as a brown oil (13.7 g, 95 %); "H-NMR data
are reported as hydrochloride salt. Free base 4 (13 g) was dissolved in ethanol (100 mL),
treated with an excess of diethyl ether saturated with dry, gaseous HCI. Recrystallization
from diethyl ether/ethanol (8:2, v/v) provided 5 (13g, 89%) as a white solid; 'H-NMR
(CDCLs) & 8.36(s, 1H, CONH), 7.81(d,1H, J= 2.9 Hz, ArH), 7.72 (d, 1H, J = 7.9 Hz, ArH),
725 (d, 2H, J = 7.9 Hz, AcH), 6.92 (d, 2H, J = 7.9 Hz, ArH), 6.80 (d, 1H, J = 2.9Hz, ArHD),
339 (q, 2H, J = 6.9 Hz, CH;NH), 2.34 (s, 3H, CHs), 1.50 (g, 2H, J = 6.9 Hz, CH,CH,NH),
131 (m, 2H, J = 6.9 Hz, CH,CHs), 0.85 ppm (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH,CHz). MS m/z 299.2
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5.3. Instrumentation
Absorbance measurements were performed on a Shimadzu model 1240 UV-
Visible spectrophotometer. The HPLC system consisted of two Shimadzu LC10AD solvent
pumps and a CTC Analytics PAL System autosampler. Mass spectra were obtained using
Applied Biosystems API 4000 electrospray ionization (ESI) spectrometer.

5.4. Mutagenicity assay (Ames test)

Mutagenicity was assessed in the Ames Salmonella assay with strains TA98,
TA100, TA102, TA1535 and TA1537. Recipes for reagents and media were performed as
described by Mortelmans and Zeiger [18]. Bacteria were grown in nutrient broth (25 g/L,
#2 Oxoid) for 15 h, at 37°C, and 120 rpm, to give suspensions of 3 x 10® cells/mL (Assom =
0.25; McFarland scale, bioMérieux, Lyon, France). Test compounds were dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO) to give solutions of 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.2
mg/mL, 3.1 mg/mL and 1.55 mg/mL. Assays without metabolic activation (no S9) were
performed mixing 20 L of each test substance solution with 500 uL of phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.4) and 100 uL of bacteria suspension, After 30 min of incubation, 2 mL of
molten top agar supplemented with traces of histine and biotine (50 uM each, final
concentration) were added, rapidly vortexed and poured on GM agar plates. As the top agar
hardened, plates were inverted and incubated for 48 h, at 37°C.

Assays with in vitro metabolism were similarly performed replacing phosphate
buffer by an equal volume of S9mix (10% v/v §9, 4.7 mM NADP, 6 mM D-glucose-6-
phosphate, 19 mM MgCl,, 36 mM KCL, phosphate buffer 0.1 M pH 7.4). Rat liver SO was
prepared as described by Ames et al. [19], except that rats were treated for 3 consecutive
days with intraperitoneal injections of phenobarbital (100 mg/Kg) and B-naphthoflavona
(80 mg/Kg). Positive controls were performed with strain-specific substances largely used
in the Ames assay [18]. Negative controls were performed with plain DMSO. Experiments
were run in triplicate. The results were recorded as mean revertant colonies per plate + the
(%)SD and as the ratio (R) of the number of revertant colonies per test plate and negative
control. A positive response for mutagenicity was defined as a reproducible 2-fold increase

of revertants with a dose-response relationship [20-23].
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5.5. In vitro biotransformation

Reactions were performed based on the rﬁutagenicity assay procedure described
above. Test compounds were dissolved in DMSO to give solutions of 3 mg/ml., 1.5 mg/mL
and 0.3 mg/mL. Aliquots (20 uL) from these were added to bacteria suspensions (100 uL, 3
x 10® cells/mL) and $9mix (500 uL). The mixtures were incubated at room temperature
(25°C) for 30 min, and then extracted with 3 mL of ethyl ether (vortex, 60 s). The organic
phases were separated, solvents evaporated under N, and final residues suspended in
CH;CN-H,0/0.1% formic acid {1:1) for LC-MS analysis. Control reactions were performed

using a cofactor mix devoid of S9.

5.6. HPLC-MS analysis

Chromatographic separations were carried out on a Genesis C8 column (120 x

46 mm LD., 4 p particle size, Genesis, UK). C8 guard column (4 x 4 mm LD., Genesis)
was used to protect the analytical column. The mobile phase for the analysis of the test
substances and their metabolites consisted of CHz:CN-H,O (45:55, v/v) acidified with 0.1%
formic acid, at a flow rate of 1 mL/min. The autosampler was maintained at 8°C and was
set up to make a 10 pL sample injection. The MS system was operated with the ESI
interface in the positive ion mode in the 150 to 350 Da range. The source block temperature
was 450°C. The jonization energy was 4500 V. Nitrogen was used as drying, nebulizing
and collision gases. Conversion rate (c%) was calculated as (M x 100)/(A + M), where A =
chromatographic peak area of the starting material and M = chromatographic peak area of
the metabolite.
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Table 1a. Mutagenic activity of parsalmide analogues in the Ames tesi using the TAS8
strain.

Table 1b. Mutagenic activity of parsalmide analogues in the Ames test using the TA100
strain.

Table 2. $9-mix conversion of parsalmide analogues into hydroxy-derivatives.
Figure 1. Parsalmide and parsalmide analogues PA7, PA10 and PA31.

Figure 2. Total ion chromatograms of ethyl ether extracts of Ames test-metabolic activation
medium incubated with (A) PA7, (B) PA10 and (C) PA31 for 30 min.

Figure 3. ESI full-scan (m/z 150-350 Da) mass spectra of PA7, PA1O, PA31 and
corresponding $9-catalyzed hydroxy-derivatives.

Figure 4. Mass fragmentation mechanisms suggested for PA7 and PA7-OH.
Figure 5. Mass fragmentation mechanisms suggested for PA31 and PA31-OH.
Figure 6. Mass fragmentation mechanisms suggested for PA10 and PA10-OH.

Scheme 1. Synthetic procedure of compound PA31.
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Table 1a

JE——

Substance Dose Somix N° Revertant Mean N* SD Ratio
pgiplate colonies/plate revertants (%) test/control
DMSO + 23 25 26 25 6
PA7 1000 + 0 0 0 0 - 0.0°
500 + 5 1 5 4 63 0.1°
250 + 508 348 234 363 38 14.7
125 + 260 246 244 250 3 10.1
62.5 + 213 216 183 204 9 8.3
2AA 5 + 3080 4156 3380 3539 16 143.5
DMSO * 23 25 26 25 6
PAI10 1000 + 0 0 6 2 173 0.0°
500 + 31 5 2 13 126 0.5°
250 + 40 25 15 27 47 1.1°
125 + 57 64 60 60 P 2.4
62.5 + 63 53 69 62 13 2.5
2AA 5 + 3080 4156 3380 3539 16 1435
DMSO T 32 25 17 25 30
PA31 1000 + 143 123 114 127 12 5.1°
500 + 186 172 169 176 5 7.1
250 + 102 115 143 120 17 4.9
125 + 111 128 109 116 9 4.7
62.5 + 61 66 85 71 18 2.9
2AA 5 + 702 695 790 729 7 29.6

*Toxic: complete disappearance of background lawn. "Moderately toxic: partial disappearance of background
lawm.
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Table 1b

Substance Dose SO N Revertant Mean N2 SD Ratio
pg/plate colonies/plate revertants (o) test/control
DMSO ¥ 240 239 210 230 7
PA7 500 + 666 757 673 699 7 3.0°
250 + 754 875 788 806 8 3.5°
125 + 1306 1244 1176 1242 5 54
62.5 + 975 722 825 841 15 3.7
31.25 + 566 615 481 554 12 2.4
2AA 5 + 3712 4148 4468 4109 9 17.9
DMSO ¥ 240 239 210 230 7
PA1L0 500 + 537 573 470 527 10 2.3
250 + 575 449 553 526 13 23
125 + 560 501 547 536 6 2.3
62.5 + 514 47 538 508 7 22
31.25 + 479 604 458 514 15 22
2AA 5 + 4148 4468 3712 4109 9 17.9
DMSO + 96 87 78 87.0 10
PA31 500 + 1399 1539 1631 1523 8 17.5°
250 + 1737 1757 1563 1686 6 19.4
125 + 1132 1345 1331 1269 9 14.6
62.5 + 1282 994 1157 1144 13 13.2
31.25 + 608 623 674 635 5 7.3
2AA 5 1180 1379 1408 1322 9 15.2

*Toxic: complete disappearance of background lawn. "Moderately toxic: partial disappearance of background

IawrL
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Table 2

TIC Area”
Sample dose/plate t (min)® PA PA-OH c%"
PA-7 31.25 30 7.24x10° 1.70 x 10° 19
PA-10 31.25 30 8.91x10° 6.84 x 10° 7
PA-31 31.25 30 3.36x 10° 4.45x10° 12

*Total ion chromatographic peak areas integrated as full scan spectra (m/z 150-350). °Time (min) of

incubation with §9-mix. *Conversion calculated as (M x 100)/(A + M).

FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 3

M+ HJ . M+ HI
0% - 3
— 3088
w| PA7 "] PA-7-OH
% Y
e 0%
wn [M + Na]” ot
Ead 5%
0 n88 arm
EY
a 2038 [M+ Na]" _
% % 348
0 0%
sesy 2101 27 e s Tas S s . itﬂ etir
£ o m O i W 200 23] an;-x, £ 70 300 G
Lo -
- M+ Hj
00 - 0% 300
- M +HI"
w| PA-10 w{ PA-10-OH
0% 0%
™ PA-31 i PA-31-OH M+ Nal'
- M+ Naj b 27
o) 3088 B
B SR po. A
0% [M + Nar i 119
% %
418
% - 06 -
W . #‘ s i 3 g o a zl‘ ,Tg
O — <. . LTS o 218 13 I
160 E o mm“m 0 %0 - = 240 E ) :m - e
- I A
100% - 98 — 3148
W 0%
fon Y
% o
5% B0% 4
s, 2258 e e it E
% 0%
%9
5 30m
% 2%
% 10%
158 1 A1 250 s aps P° Jote1s  WET.ine mye 2E9 Mg W, M2 ufr0 08
15 we o #m ES) EE w6 300 30 3 180 [E3 E] 3] EC .71 ) am

Capitulo 1
67



FIGURE 4
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FIGURE 6
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SCHEME 1

SYNTHETIC PROCEDURE OF COMPOUND 5 (PA 31)

COOH CONH(CH),CH, CONH(CHZ)3CH,
_DCCHOBt
-hutylalmnc

1 2
R
\O
CONH(CH2)3CH,
NH; - HCt
5 (PA3D

R = 4-methylphenyl-

NaB}L.
PA/C 10%

CONH{CH2)2CHa

HCI dry/diethylether

NH;
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DISCUSSAO



Por todo o mundo comissdes . regulatorias, considerando ensaios de
mutagenicidade in vifro, tém debatido intensivamente o Teste de Ames em relagdo a
interpretacdo dos resultados, mas um consenso sobre o critério de aceitagio para um
resultado positivo ou negativo ainda nfio pode ser alcangado (GATEHOUSE ef al.,, 1994;
ICH..., 1996; OECD..., 1997; JENA et al,, 2002).

Todavia, acredita-se que seja necessaria a reproducdo de uma dose-resposta
para uma substancia ser considerada como positiva e que um aumento de 2-3 vezes também
¢ de fato conservativo para cepas bacterianas que possuem altos valores de mutac¢do
espontinea, porém ndo ¢ suficientemente conservativa para aquelas cepas com baixos

valores de mutago espontinea (GATEHOUSE et al., 1994).

As moléculas PA7 e PA31 ativadas pela fragiio S9 mostraram claramente que
induzem efeitos de reversdo como substituigdo de par de bases (TA100) e deslocamento do
quadro de leitura (TA98) relacionado a concentragdo. A biotransformagdo de arilaminas
primarias em espécies mutagénicas N-hidroxiladas tem sido amplamente demonstrada
(SASAKI e al., 2002; BANOGLU, 2000; KING et al., 1999).

Entretanto a hidroxilagio da molécula PA7 ocomre mais comumente no anel
ciclohexano, visto que fons de 209 m/z ocorrem em ambos os espectros (PA7 e PA7-OH)
provavelmente devido a um rearranjo do hidrogénio inter-anel conduzindo a perdas neutras
de ciclohexeno e cicléhexenol, respectivamente. Essa interpretagiio € consistente com o
fato que ciclohexano serve como substrato para diversas isoformas da citocromo P450

(SENLER et al., 1985; VAZ et al., 1996).

Por outro lado, como mostrado na figura 5, (Capitulo I) 2 hidroxilagio da amina
ocorre mais comumente na molécula PA31, visto que nesse caso o fragmento de massa
carregado positivamente resultante da perda de H0 (297 m/z) € relativamente abundante
(45%) e apresentou como produto, um Unico ion no espectro da PA31-OH, provavelmente

devido a uma eficiente estabilizagio do par de elétrons originado do p-oxigénto.
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Demonstrou-se que a conjugagio enzimatica de metabolitos arilamina N-

‘oxidados podem ser de maior interesse devido ao seu potencial de toxicidade (BANOGLU,

2000; SNYDERWINE et al., 2002; O’'BRIEN et al., 1996).

Quanto a ativagdo da molécula PA10, nenhum aumento no pimero de
revertentes mutantes em relaciio a concentragio foi observado na faixa de doses utilizada
no teste. Consequentemente um efeito mutagénico muito claro ndo foi observado, mas um
discreto aumento de 2 vezes o nimero de mutantes revertentes relativos ao controle foi
observado, indicando que o potencial mutagénico da molécula PA10 necessita de futura

avaliagZo.

A pesar da semelhanga quimica entre as moléculas PA10 e PA31, a analise
realizada do espectro de massa esta de acordo com os resultados dos ensaios biolégicos,
visto que PA10-OH e PA31-OH mostraram padrdes de fragmentagdo de massa

completamente diferentes.

Em confraste & hidroxilag¢do da amina primaria da molécula PA31, a
hidroxilacio na porgio N-(n-butil) amida é mostrada para PA10-OH, visto que ocorre um
ion de 212 m/z em ambos os espectros (PA10 e PA10-OH) mais provavelmente devido a
um ion acilium carregando caracteristicas estruturais inteiramente compartilhadas pela

droga (PA10) e o composto produzido (PA106-OH).

A eficiéncia do Teste de Ames para avaliagio da molécula PA10 ativada pela
fracdo S9 pode ser afetada pelo fato de que a porcentagem de conversdo (c%) da molécula
PA10 no produto hidroxilado (PA10-OH) usando-se uma dose tipica de 31,2 pg/placa foi

cerca de 7%, enquanto que para as moléculas PA7 e PA31 foi 19% e 12% respectivamente.
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Finalmente, nossos resultados mostraram que as enzimas hepaticas citoéromo
P450 encontradas na fragio S9 convertem regioseletivamente os analogos do Parsalmide
PA7, PAIC e PA31 em derivados hidroxilados, os quais demonstraram ser metabolitos
inseguros quando avaliados através do Teste de Ames quanto ao potencial mutagénico. As
informagdes contidas nesse estudo podem guiar a definigdo de uma nova estrutura lider

com atividade antiinflamatéria que permita projetar novos antiinflamatérios néo esteroidais

mais seguros.
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